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　　　　The　proliferative　potential　of　central　nervous　system　tumors　from　130　patients　was　estimated
immunohistochemically　using　the　monoclonal　antibody　Ki－67　and　a　monoclonal　antibody　which
recognizes　deoxyribonucleic　acid　（DNA）　polymerase　a　（CL22－2－42B）．
　　　These　antibodies　recognize　nuclear　antigens　expressed　in　Gi，　S，　G2　and　M　phases　of　the　cell
cycle．　Using　the　avidin－biotin　peroxidase　complex　method　on　frozen　section，　the　positivity　was
calculated　as　the　percentage　of　immunopositive　cells　in　three　to　six　microscopic　fields　（×400）　in
which　staining　was　evenly　distributed．　Fiftyfour　out　of　130　patients　received　bromodeoxyuridine
（BUdR）　intravenously　at　the　time　of　craniotomy　and　the　S－phase　fraction　or　BUdR　labeling　index
was　measured　on　paraffin　section　as　well．
　　　A　high　percentage　of　Ki－67　and　CL22－2－42B，　respectively，　positive　tumor　cells　was　demonstrat－
ed　in　glioblastomas（ユ7．！％，25．6％），medulloblastomas（12．1％，13．6％），anaplastic　astrocytomas（8．
80／o，　9．80／o），　malignant　lymphomas　（45．30／o，　65．80／o）　and　metastatic　carcinomas　（36．70／o，　37．00／o）；
otherwise　low　values　were　detected　in　astrocytomas　（2．・60／o，　3．90／o），　meningiomas　（1．20／o，　1．90／o），
neurinomas　（O．90／o，　1．2％）　and　pituitary　adenomas　（O．50／o，　O．80／o）．　Positivites　of　Ki－67　and　CL22－2－
42B　were　correlated　with　the　histological　grade　of　malignancy，　as　was　with　BUdR　labeling　index．
With　a　few　exceptions，　positivities　of　CL22－2－42B　were　higher　than　those　of　Ki－67．　Correlations
between　positivity　of　Ki－67　or　CL22－2－42B　with　BUdR　labeling　index　revealed　a　highly　significant
association：Yi＝O．56十2．82X　（r＝O．89，　P〈O．OOI）　or　Y2＝　3．94十3．63X　（r＝O．79，　P〈O，005），where　Yi＝
positivity　of　Ki－67，　Y2＝positivity　of　CL22－2－42B，　X＝＝BUdR　labeling　index　and　r＝＝the　correlation
coe伍cient．
　　　These　results　suggest　that　immunohistochemical　cell　kinetic　analysis　using　the　monoclonal
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antibodies　Ki－67　and　CL22－2－42B　are　useful　in　order　to　quantitative　proliferative　potential　and　may
serve　to　further　elucidate　the　biological　behavior　of　individual　central　nervous　system　tumors．
はじめに
　脳腫瘍はその発生部位の特殊性より，外科的手術
にて全摘出することが困難であることも少なくない
ので，悪性腫瘍が疑われた場合，術後に化学療法，
放射線療法および免疫療法などの集学的療法を行う
ことが要求される．しかし，脳腫瘍の病像は非常に
多彩であり，その組織学的異型度は連続的に移行す
るため，定量的に表現することが難しく，個々の腫
瘍についてその経過や予後を明確に判断することが
しぼしば困難である．このため種々の治療法の選択
や患者の生命予後の推測は病理組織診断に依存して
いるものの，経験や主観に頼らざるを得ないのが現
状である．このことは，それぞれの腫瘍に対して，
生物学的な解析が十分に行われていないことに大き
な原因があると思われる．今回，増殖相にある細胞
を認識すると言われているモノクローナル抗体Ki－
67i）および増殖相の細胞に出現すると報告されてい
るDNAポリメラーゼα2）に対するモノクローナル
抗体3）による免疫組織化学的な成長解析を行い，
Bromodeoxyuridine（BUdR）in　situ標識法による
S期細胞率と比較することにより，脳腫瘍の生物学
的悪性度の診断に対する有用性を検討したので報告
する．
1．対象及び方法
　開頭術にて直視下に摘出されたヒト脳腫瘍130例
（glioblastoma　14例，　medulloblastoma　3例，　ana－
plastic　astrocytoma　7例，　astrocytoma，　oligoden－
droglioma，　ependymoma，　mixed　glioma　19例，
meningioma　28例，　malignant　meningioma，
hemangiopericytoma　4例，　neurinoma　12例，
pituitary　adenoma　18例，　craniopharyngioma　3
例，metastatic　tumor　14例，　malignant
lymphoma　4例，その他4例）を対象に行った．1）
モノクローナル抗体Ki－67および抗DNAポリメ
ラーゼαモノクローナル抗体による免疫組織化学
的成長解析方法は以下の手順にて行った．1）摘出
された組織は直ちにOCTコンパウンド（Miles社）
に包埋し，ドライアイスーエタノールにて急速凍結
した．2）凍結されたブロックは直ちに，あるい
は，一　80℃の超低温槽に3週間以内の保存の後，
クリオスタットにて厚さ4～6μの切片を作製した．
3）切片を室温にて30分間以上風乾した後，エタノ
ール，メタノール，10％中性緩衝ホルマリン（以
上室温），アセトン，4％パラフォルムアルデヒド
（以上4℃）にて，各々30分間の固定を行い，固定
法の検討を行った．4）background　stainingの除
去のため，2％正常家兎血清加phosphate　buffered
saline（PBS）にて10～15分反応させた．5）一次
抗体としてマウスモノクローナル抗体Ki－67
（DAKO社）は0．05％Tween　20加PBSにて25
倍に希釈し，抗DNAポリメラーゼαマウスモノ
クローナル抗体（CL22－2－42B）（MBL社）はキッ
トの希釈抗体を使用し，各々室温で60分間反応さ
せた．6）この後に0．3％過酸化水素加PBSにて
30分間反応させ，内因性ペルオキシダーゼ阻止を
行った．7）二次抗体として，ビオチン化ウサギ抗
マウスIgG抗体（DAKO社）をPBSにて300倍に
希釈し，30分間反応させ，さらに　Streptavidin－
biotinylated　horseradish　peroxidase　complex
（StreptABC）（DAKO社）を100倍に希釈し30分
間反応させた．8）0．01MNaN3加3，3’一
diaminobenzidine（DAB）一H202溶液にて発色後，
1％メチルグリーンにて対比核染色し，脱水，封入
した．9）光学顕微鏡にて陽性細胞が均一に分布し
て見られる部位に，倍率400倍にて3視野以上，血
管成分および血球成分を除いた合計1000ケ以上の
細胞を数え，陽性細胞率を　Ki－67　Proliferating
Cell　Index（Ki－67　P．C．1．）および，　DNAポリメラ
ーゼαProliferating　Cell　Index（Po1．αP．C．1．）と
し，百分率にて表した．II）BUdR　in　situ標識法は
Nag shim ら4）の方法に従い，開頭術直前に200
mg／m2のBUdRを1時間にて点滴静注し，得られ
た組織に対して以下のように行った．1）直ちに
4℃70％エタノールにて12時間以上固定後，パラ
フィン包埋し，厚さ4～6μの切片を作製した．2）
脱パラフィン後，0．3％過酸化水素加メタノールに
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て，室温で30分間反応させ，内因性ペルオキシダ
ーゼ阻止を行った．3）2規定塩酸にて，60分間
DNA変性処理を行った後，0．1MNa2B、07にて
中和処理した．4）2％家兎血清加PBSにて
10～15分反応させ，background　stainingの除去を
行った．5）一次抗体として抗BUdRマウスモノク
ローナル抗体　（Becton－Dickinson社）は0．05％
Tween　20加PBSにて25倍に希釈し，室温で60分
間反応させた．6）二次抗体として，ビオチン化ウ
サギ抗マウスIgG抗体（DAKO社）をPBSにて
300倍に希釈し，30分間反応させ，さらに
Streptavidin－biotinylated　horseradish　peroxidase
complex（StreptABC）（DAKO社）を100倍に希
釈し30分間反応させた．7）DAB－H202溶液にて
発色後，1％　メチルグリーンにて対比核染色した．
8）光学顕微鏡にて陽性細胞が均一に分布して見ら
れる部位に，上記同様1000ケ以上の細胞を数え，
陽性細胞率をBUdR　Labeling　Index（L．1．）とし，
百分率にて表した．
II．結 果
　1）Ki－67による染色では，4℃にて4％パラフ
ォルムアルデヒド30分間の固定が最も良好な染色
を呈し，組織構築の保存も良好で，再現性にすぐれ
ていた．メタノールおよびアセトンでは比較的良好
な染色性を呈したが，組織構築の保存や再現性に問
題があった．抗DNAポリメラーゼα抗体による
染色では，Ki－67による染色同様，4℃にて4％パ
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Fig．1．　lmmunoperoxidase　stain一
ning　on　frozen　section　with
monoclonal　antibody　Ki－67．　（×
600）
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ラフオルムアルデヒド30分間の固定が最も良好な
染色を呈した．10％中性緩衝ホルマリン固定では
淡い染色が得られたが，その他の固定法では染色さ
れなかった．また，パラフィン切片ではいずれも全
く染色されなかった．これにより，両者とも新鮮凍
結切片作製後，4℃にて4％パラフォルムアルデヒ
ド30分間の固定が最も良好な染色性を示したため，
以下これにより染色を行った．
　2）Ki－67の陽性所見は，細胞核内にびまん性お
よび粗大穎粒状に認められた（Fig．1a，　b）．抗
DNAポリメラーゼα抗体の陽性所見は，細胞核内
にびまん性に認められた（Fig．2a，　b）が，その染
色性は細胞により差が著しく，淡いものでは陰陽の
判定にやや困難を伴うこともあった．いずれの抗体
においても，分裂期の細胞では細胞質も淡く染色さ
れた．また，BUdR　in　situ標識法による陽性所見
は，細胞核内に穎粒状あるいはびまん性に認められ
た（Fig．3）．
　3）Table　1は組織型別の各種indexを示す．　Ki・
67P．C．1．は，　glioblastomaでは，4．8～31．0％（平均
17．1％）と高値をとり，その陽性所見は巨細胞や多
核の異型細胞の核には殆ど認められず，むしろ小型
で円形の腫瘍細胞の核に，より多く認められた．ま
た，pseudopalisadingを示す部分や血管周囲の比
較的小型の腫瘍細胞群では特に陽性率が高かった．
anaplastic　astrocytomaでは2．4～15．1％　（平均
8．8％）であり，astrocytoma，　oligodendroglioma，
ependymomaおよびmixed　gliomaなどのlow
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b．　meningioma：　Pol．　a　P．C．1．
　1．4％
管
Fig．2　lmmunoperoxidase　stain－
　ning　on　frozen　section　with
　　anti－DNA　polymerase　a　mono－
　clonal　antibody．　（×600）
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Fig．　3　lmmunoperoxidase　stain－
　　ning　on　para伍n　sectiQn　of　glio－
　　blastoma　with　anti－BUdR
　　monoclonal　antibody．　（×600）
　　BUdR　L．1．　6．6％
Table　1．Ki－67　P．C．1．，　Pol．　ev　P．C．1．　and　BUdR　L．1．　in　130　central　nervous　system　tumors
Histology Ki－67　P，C．1． Pol．αP．C⊥ BUdR　L」．
Medulloblastoma
@　　　　　　　　　　　　　（3） 12．1±9．2　　（　3）13．6　　　（2） 4．7　　（1）
Glioblastoma
@　　　　　　　　　　　　　l14） 17．1±：9．7　　（14）25．6±13．4　（10）8．1±4．3（6）
Anaplastic
`strocytoma　　（7）8．8±5．6（7）9．8±6．0（5）7．5±4．7（3）
Astrocytoma　and
nther　gliomas　（19）2．6±22　（19）3．9±5．2（14）1．8±1．3（10）
Malignant
leningioma　　　（4）9．8±7．0（4）6．9±5．9（3） ND
Meningioma
@　　　　　　　　　　　　　（28） 1．2±1．0（28）1．9±2．1（17）0．5±0．4（10）
Neurinoma
@　　　　　　　　　　　　　（12） 0．9±1．1（12）1．2±1．3（9） 0．5±0．5（4）
Pituitary
`denoma　　　　　（18）0．5±1．0（18）0．8±0」　（11） 0．3±0．4（4）
Malignan’t
kymphoma　　　　（4）45．3±11。9　（　4）65．8　　（2）13．8　　（2）
Me’tastatic
sumor　　　　（14）36．7±22．3　（13）7．0±8．0　　（　6） 10．4±7．2（9）
Others
@　　　　　　　　　　　　　（7）
mean±SD　O／o，　O　＝No．　of　Cases
ND＝＝Not　Done
grade　gliomaでは，0～6，2％（平均2．6％）であっ
た．その他の腫瘍のKi－67　P．C．1．は，　malignant
meningioma（hemangiopericytomaを含む）では
平均9．8％と比較的高値をとったが，meningioma
では平均1．2％，neurinomaでは平均0．9％，　pitui－
tary　adenomaでは平均0．5％とastrocytomaより
低値であり，一方malignant　lymphomaでは平均
45．3％，metastatic　tumorでは平均36．7％　と，
（5）
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Fig．　4．　Correlation　between　Ki－67　P．C．1．　and
　　Pol．　a　P．C．1．．　A　regression　line，　Y＝1．06十
　　1．38X，　r＝O．96　（P〈O．OOI），　n＝82
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Fig．　5　Correlation　between　Ki－67　P．C．1．　and
　　BUdR　L．1．，　A　regression　line，　Y　＝O．56　十2．82X，
　r＝O．89　（P　〈O．OOI），　n＝51
glioblastoma　よりさらに高値であった．また，
DNAポリメラーゼα陽性細胞の分布はKi－67の
それと同様であり，Pol．αP．c．1．はKi－67　P．c．1．と
同様，組織学的悪性度を良く反映し，Fig．4に示す
ごとく，両者は強く相関した．両者間の正規分布検
定においてPol．αP．c．1．はKi－67　P．c．1．より有意
（p＜0．05）に高値であった．さらに，BUdR　L．1．は
前2者同様，組織学的悪性度を良く反映した．すべ
て腫瘍におけるKi－67　P．c．1．およびPol．αP．c．1．
と，BudR　L．1．との相関はFig．5，6に示すごとく非
　　　O　10　20　　 　　 　BUdR LI．｛7 ｝
Fig．　6　Correlation　between　Pol．　a　P．C．1．　and
　　BUdR　L．1．．　A　regression　line，　Y　＝3．94十3．63X，
　r＝O．79　（P〈O．005），　n＝26
常に強い相関を示し，BUdR　L．1．自体は2つのP．
C．1．に比較して低値をとった．
III．考 按
　脳腫瘍の増殖能を的確に把握することは，患者に
対する放射線療法，化学療法及び免疫療法等の各
種治療法の選択や，生命予後の推測を行う上で非常
に重要である．その試みは1960年にJohnsonら5）
により3H－thymidineによるautoradiographyを利
用して行われている．3H－thymidineはDNAを合
成中の細胞に取り込まれるため，その標識率はS
期細胞率そのものを意味しており，脳腫瘍の増殖能
を良く反映するものとして，その後も用いられてき
た6）7）．しかし，患者の放射線被爆や環境汚染のた
め放射性同位元素を用いる方法は著しく制限され，
また結果を得るまでに少なくとも数週間以上を必要
とするので，その結果が患者に還元されにくく，実
際に臨床応用されるまでには至らなかった．1982
年Gratzner8）は，　thymidineのanalogである
Bromodeoxyuridine（BUdR）に対するモノクロー
ナル抗体を開発し，免疫組織化学的に成長解析を行
う端緒を作った．Nagashimaら4），　Hoshinoら9）
は開頭時，患者にBUdRを投与することによって
3H－thymidine同様DNA合成期（S期）にある脳腫
瘍細胞を標識し，核内に取り込まれた極微量の
BUdRをこのモノクローナル抗体を用いて免疫組
織化学的に検出し，脳腫瘍の増殖能を推測すること
が可能であることを報告した．以来，この方法は比
較的簡便であるため，広く一般の施設において臨床
応用され，患者に対する各種治療法の選択や生命予
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二の推測に重要な情報を提供している．しかし，た
とえ微量であっても　DNA　内に取り込まれた
BUdRの突然変異源としての作用等10）が完全に否
定されているわけではなく，若干の問題を残してい
る．さて，Ki－67は，1983年Gerdesら’）により作
製されたマウスモノクローナル抗体で，ヒトの増殖
中の細胞核内にある抗原を認識すると報告されてい
る．Gerdesら11）はKi－67は増殖相にある細胞の全
て，すなわちG1，S，　G2およびM期細胞の核のある
種の物質と反応し，G。期の細胞には反応しないと
している．残念ながらまだこの抗原は同定されてい
ないが，核小体や，核分裂期の染色体上に存在する
と報告されている12）．一方，抗DNAポリメラーゼ
αモノクローナル抗体は同様に細胞核内に発現し，
DNA複製に関与する主要酵素であるDNAポリメ
ラーゼαに対して作製されたモノクローナル抗体3）
である．この酵素は増殖相の細胞にのみ出現すると
されており2）13），Ki－67と同様この酵素を検出する
ことにより腫瘍の増殖能の解析が可能と考えられ
る。これら2種のモノクローナル抗体を用いる方法
では，3H－thymidine法やBUdR　in　situ標識法のよ
うに薬物を生体に投与する必要が無いと言う利点は
あるが，免疫組織化学的に凍結切片上においてのみ
検出可能であり，抗原性の保持や抗原物質の流出防
止等の問題を含め，組織の取り扱いや固定方法が結
果を左右しかねないため，重要な意味をもってく
る．本研究ではこの点において，4％パラフォルム
アルデヒドによる固定がいずれの抗原による染色に
おいても適切であった14）．これらの抗体を用いて行
った免疫組織化学はBUdRによって標識されるS
期細胞のみならず，全ての増殖細胞を認識するた
め，当然その陽1生率は高く，growth　fractionを測
定するのに有用であると考えられる．今回，glio－
blastomaのKi－67陽性率は，4．8～31．0％（平均
17．1％）であったが，Burgerら15）は1．3～12．4％
（平均6．2％），柴田ら16）は1．3～17．2％　（平均
8．1％），Zuberら17）は1．7～32．2％（平均11．1％），
Kunishioら18）は平均12．7％，　Nishizakiら19）は
7．6～18．8％（平均13．5％），さらにGiangaspero20）
らは10～40％（平均28％）と報告しており，少なか
らず差を認める．特にBurgerら，柴田らの結果は
値が小さく，S期細胞率である著者の，および報
告されている21）BUdR　in　situ標識率の結果と大差
がない．glioblastoma　の　growth　fraction　は
30～40％前後と推測されており13）23），著者の結果
も含め，Ki－67陽性率をそのままgrowth　fraction
とするには問題があるように考えられる．凍結試料
の保存の問題を指摘する報告20）のほかに，著者以
外の報告では主にアセトンにて固定が行われてお
り，染色の過程で抗原性が失われたことが陽性率の
少ない一つの原因とも考えられるが，いずれにせ
よ，Ki－67　P。c．1．の最終的な価値はそれの認識する
細胞核抗原の同定がなされてからとなろう．さて，
今回のシリーズにおいて，glioblastomaのKi－67
P．C．1．は，14例中11例が9％　以上であったが，
low　grade　gliomaでは19例中15例が4％以下で
あり，組織学的悪性度とは良く相関した．しかし，
anaplastic　astrocytoma　7例中，　Ki－67　P．C．1．が
9％以上のもの3例，4％以下のもの3例と結果に
大きなぼらっきを認めた．これはanaplastic
astrocytomaの組織学的診断の判定が時として困
難であり，腫瘍自体に存在するheterogeneityやそ
れに伴うsarnpling　errorの問題とともに，個々の
腫瘍の増殖能自体に大きな差があるためと思われ
る．現実に，medulloblastoma　を除く全ての
gliomaではその組織型を問わず，　Ki－67　P．C，1．が
9％以上のものでは多くが1年以内に再増大を来
し，14％以上であった11例中9例は6カ月以内に
再手術を余儀なくされた．また，組織学的所見のみ
では区別の付けにくいmalignant　meningiomaの
Ki－67　P．C．1．は，通常のmeningiomaと比較して，
明らかに高かった24）25）．故に，Ki－67　P．c．1．は特に
このような腫瘍の増殖能あるいは悪性度を判定する
良い指標になりうると考えられた．さて，抗DNA
ポリメラーゼα抗体による脳腫瘍の成長解析の報
告は少なく18），今回のPol．αP．c．1．はKi－67　P．c．1．
と同様，組織学的悪性度とは良く相関し，さらに
Ki－67　P．c．1．より有意に高値をとった．本研究では
これが正確にgrowth　fractionを示しているかどう
かは不明であるが，glioblastomaのPo1．αP．C．1．
は平均25．6％とほぼgrowth　fractionとも言える
程度の値となった．抗DNAポリメラーゼα抗体
を用いての結果はKi－67に比べ，検出している抗
原が明らかであると言う点で，成長解析上有利であ
るように思われるが，染色性がやや不明瞭であり，
現段階ではいずれが有利であるかの最終的判断は難
しい．最後に，現在脳腫瘍の増殖能の推定のために
広く利用されているBUdR　in　situ標識法による
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BudR　LI．と今回のKi－67　P．c．しおよびPol．αP．
c．1．との相関は，Fig．5，6のように強い相関を示し
た．これらのことより，モノクローナル抗体Ki－67
および抗DNAポリメラーゼα抗体を用いた免疫
組織化学的成長解析は未だ解決しなければならない
事項はあるものの，個々の腫瘍の増殖能を組織診断
よりさらに的確に，しかも定量的に把握する方法と
して有用であると考える．
IV．結 論
　モノクローナル抗体Ki－67および抗DNAポリ
メラーゼα抗体を用いた免疫組織化学的成長解析
は，その抗原性の保持のために凍結切片を用いなけ
ればならないが，薬物を生体に投与すること無く，
簡便で迅速にかつ定量的に行うことができるので，
個々の腫瘍の増殖能あるいは生物学的悪性度を判定
する良い指標になりうると考えられた．
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